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Le campagnol roussâtre Myodes glareolus est le réservoir de l’hantavirus Puumala (PUUV), respon-
sable chez l’Homme d’une forme atténuée de Fièvre Hémorragique à Syndrome Rénal (FHSR), la
Néphropathie Épidémique (NE). En Europe, l’incidence de la NE présente, malgré la distribution conti-
nue du réservoir, une forte variabilité géographique dont les causes ne sont à ce jour pas identifiées.
Aux hypothèses climatiques et paysagères, nous proposons que des facteurs intrinsèques aux cam-
pagnols puissent également être impliqués. Une plus forte tolérance à l’infection par le virus PUUV,
chez certains campagnols roussâtres, favoriserait la persistance et la transmission de ce virus, ce qui
devrait accroître le risque de NE chez l’Homme. Nous avons testé cette hypothèse en étudiant les poly-
morphismes et/ou les niveaux d'expression de six gènes candidats impliqués dans la réponse immu-
nitaire à PUUV (DRB-CMH, promoteur du TNF- , TLR4, TLR7, Mx2, intégrine 3) chez dix populations
de campagnols échantillonnées le long d’un axe nord/sud dans les Ardennes françaises, couvrant des
zones endémiques et non endémiques à PUUV. 
Des signatures de sélection ont été détectées pour TNF-   et Mx2 grâce à des approches de génétique
des populations (scan FST) et d’associations génotypes / phénotypes. Ces gènes codent des protéines
dont les propriétés antivirales sont connues, mais qui induisent des coûts immunopathologiques impor-
tants. Ils pourraient donc jouer un rôle central dans une balance de tolérance / résistance à PUUV.
De plus, dans les zones d’endémie, les gènes TNF-   et Mx2 sont sous-exprimés, ce qui suggère l’évo-
lution d’une plus forte tolérance à PUUV, potentiellement au bénéfice d’un moindre coût immuno-
pathologique. Certains de ces résultats ont été confirmés à l’échelle européenne.
Mots-clés : gènes, immunité, populations naturelles, résistance/tolérance, rongeurs, sélection, zoonoses.
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INTRODUCTION : L’IMMUNOGÉNÉTIQUE ET
SON APPORT POUR LA RECHERCHE SUR LES
ZOONOSES ÉMERGENTES 
Ces vingt dernières années, les recherches en immunologie se
sont enrichies des concepts de l’écologie évolutive afin de
mieux comprendre l’origine des variations génétiques et phé-
notypiques observées entre individus, populations ou espèces.
L’immunogénétique est une des approches qui a apporté des
réponses à ces nouveaux questionnements. Elle vise à étudier les
gènes impliqués dans l’immunité, leur variabilité nucléotidique
ou d’expression et leurs conséquences sur l’issue des interactions
hôtes – agents pathogènes (Geraghty et al. 2002). L’avènement
de la génomique a récemment mis en exergue l’importance des
gènes de l’immunité dans les génomes. Chez la plupart des mam-
mifères, 5% des gènes semblent dédiés à la défense contre les
agents pathogènes (Trowsdale & Parham, 2004). Ces ressources
ont permis de mener des études d'association pangénomique, qui
ont abouti à l’identification, principalement chez l’Homme, de
régions du génome impliquées dans la sensibilité à diverses mala-
dies complexes telles que le sida, le paludisme, les hépatites, …
(voir les revues de Cooke & Hill, 2001 ; Chapman & Hill, 2012).
Des recherches similaires ont été réalisées sur des maladies d’im-
portance vétérinaire (par exemple,  do Valle et al. 2010; Finlay
et al. 2012). Une fois l’architecture génétique de la sensibilité
à ces maladies connue, les approches de biologie évolutive exa-
minent la variabilité spatiale et temporelle du polymorphisme
des gènes d’intérêt. Ceci permet d’une part, de déterminer les
mécanismes qui expliquent le maintien de cette variabilité ou
agissent sur son évolution (Bradbury, 2004 ; Prugnolle et al. 2005)
et d’autre part, d’analyser les conséquences épidémiologiques de
ces processus microévolutifs (Lloyd-Smith et al. 2005; Quintana-
Murci et al. 2007). 
Cette approche immunogénétique a été appliquée à l’étude de
la faune sauvage (Westerdahl et al. 2005). Les ressources géno-
miques sont encore peu disponibles pour les populations ani-
males naturelles d'espèces non modèles (c’est-à-dire autres
que la souris, le rat, …). Des études dites ‘gènes candidats’, se
basant sur l’étude de quelques gènes cibles identifiés sur la base
des connaissances issues de la littérature de médecine humaine
ou vétérinaire, ont donc principalement été conduites.
Initialement, la majorité de ces études portaient sur une famille
de gènes particulière appartenant au Complexe Majeur
d’Histocompatibilité [CMH, équivalent du HLA pour Human
Leukocyte Antigen chez l’homme]. L’essor de nouvelles approches
génome-scan (Gautier et al. 2009) utilisant les technologies
moléculaires haut-débit et le développement de méthodes sta-
tistiques de détection de signatures de sélection ont entraîné
une diversification des gènes candidats étudiés (Jensen et al.
2008 ; Tollenaere et al. 2008 ). L’application de ces approches
à la faune sauvage présente un intérêt fort pour l’étude des risques
d’émergence de maladies infectieuses chez l’Homme. En effet,
il est désormais bien connu que 60% des 1400 agents pathogènes
recensés chez ce dernier sont d’origine animale et que parmi
ceux-ci, 71,8% ont pour vecteur ou réservoir des animaux de
la faune sauvage (Jones et al. 2008). L’identification des gènes
impliqués dans la résistance / sensibilité des populations natu-
relles à ces agents infectieux, leur analyse phylogénétique, la
compréhension des processus neutres et adaptatifs influençant
leur polymorphisme et la combinaison de ces résultats avec les
données épidémiologiques sont autant d’outils qui permettent
de mieux évaluer les probabilités de persistance ou de diffusion
des agents pathogènes dans les populations naturelles, les pos-
sibilités de changements d’hôtes et par conséquent, les risques
d’émergence de maladies infectieuses (Barreiro et al. 2005 ;
Archie et al. 2009; Charbonnel & Cosson, 2011). 
Nephropathia epidemica (NE) is a mild form of hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) caused
by the hantavirus Puumala (PUUV). In Europe, its distribution is fragmented, whereas the bank vole
Myodes glareolus, which is the reservoir of PUUV, is common all over the continent. Determining the
causes underlying this heterogeneity is of main importance to better understand and prevent the risks
of NE emergence. Besides climatic and ecological hypotheses, we have proposed that the geographic
variability of bank vole immune responses to PUUV infection could shape differences in PUUV preva-
lence, and consequently NE incidence. We have tested this hypothesis by studying polymorphisms and
/ or expression levels of six candidate genes involved in the immune response to PUUV (DRB-MHC,
TNF-  promoter, TLR4, TLR7, Mx2, Integrin 3) on ten populations of bank voles sampled in the French
Ardennes, along a North-South transect including PUUV endemic and non-endemic areas. 
Signatures of selection have been evidenced for TNF-   and Mx2 genes using population genetics (FST
scan) and genotype - phenotype association approaches. These genes have antiviral properties but
also induce immunological damages, what make them central for driving a balance of resistance /
tolerance to PUUV. Bank voles vary in their basal ability to tolerate/resist to PUUV. In high PUUV preva-
lence areas, TNF-   and Mx2 expression seemed down-regulated what suggest selection or pheno-
typic plasticity for higher tolerance to PUUV, at the benefit of lower immunopathological costs. Some
of these results have been confirmed at the European scale. 
Key words: genes, immunity, natural populations, resistance / tolerance, selection, rodents, zoonoses.
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RÔLE POTENTIEL DE L’IMMUNOGÉNÉTIQUE
DANS LES INTÉRACTIONS MYODES
GLAREOLUS / PUUMALA (PUUV)
Le campagnol roussâtre Myodes glareolus est le réservoir de l’han-
tavirus Puumala (PUUV), responsable chez l’Homme d’une
forme atténuée de Fièvre Hémorragique à Syndrome Rénal
(FHSR), la Néphropathie Épidémique (NE). Elle est considé-
rée comme l’une des principales maladies zoonotiques émer-
gentes en Europe en raison d’une nette expansion géographique
et d’une augmentation du nombre de cas recensés au cours des
deux dernières décennies (Vaheri et al. 2012). Notre compré-
hension du risque d’émergence pour l’Homme est donc essen-
tielle et doit s’appuyer sur une bonne connaissance de la dis-
tribution de PUUV dans les populations de rongeurs. Cette
distribution repose sur des facteurs environnementaux et cli-
matiques (Tersago et al. 2008; Heyman et al. 2009; Olsson et
al. 2010), mais également sur des facteurs individuels pouvant
moduler la sensibilité des campagnols à cette infection virale.
Variabilité de la sensibilité de M. glareolus à PUUV
Plusieurs études mettent indirectement en évidence l’existence
d’une variabilité de la sensibilité de M. glareolus à PUUV. Les
infections expérimentales réalisées par Kallio et al. (2006) à
partir de litières infectées par PUUV ont ainsi révélé des dif-
férences inter-individuelles du succès d’infection, qui ne s’ex-
pliquent ni par l’âge ni par le sexe des campagnols. Hardestam
et al. (2008), en suivant la cinétique d’excrétion de PUUV de
dix campagnols infectés expérimentalement par voie sous-
cutanée, ont observé une forte variabilité des charges virales,
de l’excrétion du virus dans différents prélèvements (urine, fèces,
salive) et de la durée de l’infection entre ces individus.
Variabilité génétique et sensibilité aux hantavirus
Certains gènes de l’immunité pourraient être en partie res-
ponsables de cette variabilité de la sensibilité à PUUV. Cette
hypothèse s’appuie sur les recherches cliniques qui ont mis en
évidence de fortes associations entre certains allèles
[(DRB1*0301, B8, DR3 et TNF-2 ; (Mustonen et al. 1996;
Mustonen et al. 2004; Paakkala et al. 2008)] et la sévérité de
la maladie chez les patients, ou entre l’absence d’allèles (IL1-
RA-allele2 et IL1-allele2) et la sensibilité à PUUV (Makela
et al. 2002). Les travaux de S. Klein sur les différences de réponse
observées entre rats mâles et femelles (Rattus norvegicus) suite
à une infection par l’hantavirus Seoul étayent également cette
hypothèse transposée aux rongeurs. Ils ont montré par une
approche ‘puces à ARN’ (dispositif permettant d’estimer les dif-
férentiels d’expression génique sur des milliers de gènes) que ces
différences étaient liées à des variations des niveaux d’expres-
sion de 1800 gènes parmi lesquels 192 avaient une fonction
immunitaire connue (Klein et al. 2004). En particulier, une sous
expression de gènes codant des protéines impliquées dans les
réactions inflammatoires (par exemple, TNF-  , TNF-R, IL1-
RA, IL-1) ou antivirales (par exemple, IFN- R, Mx, CMH
classe I et II) était observée chez les mâles, qui sont plus sen-
sibles que les femelles aux infections hantavirales (charges virales
plus fortes, voies d’excrétion plus nombreuses, cinétique de l’in-
fection plus longue).
Résistance et tolérance de M. glareolus à PUUV
Face aux infections, deux types de réponses adaptatives peuvent
évoluer : la résistance, qui agit en diminuant le succès d’infec-
tion ou en augmentant la capacité d’élimination de l’agent infec-
tieux, et la tolérance qui diminue les effets négatifs de ce der-
nier (voir attendus et définitions générales dans Roy &
Kirchner, 2000 ; Restif & Koella, 2004). Des stratégies de tolé-
rance aux hantavirus pourraient exister chez les rongeurs
(Easterbrook & Klein, 2008; Guivier, 2010). Cette hypothèse
s’appuie sur deux arguments principaux. Premièrement, l’in-
fection par les hantavirus n’entraîne que de faibles effets sur la
valeur sélective des rongeurs [études en zones d’endémie
(Kallio-Kokko et al. 2006 ; Luis et al. 2012; Tersago et al. 2012)].
Deuxièmement, la réponse immunitaire déclenchée lors d’in-
fections virales, en particulier la réponse inflammatoire, est coû-
teuse et peut entraîner des dommages immunopathologiques
(Graham et al. 2005). Chez l’Homme, qui est un hôte accidentel
des hantavirus (absence de transmission par l’Homme vers
d’autres hôtes), les symptômes associés à ces virus ne semblent
pas dus directement à la réplication virale mais plutôt à une
réponse immunitaire exacerbée avec notamment des réponses
pro-inflammatoires et cellulaires excessives (Easterbrook &
Klein, 2008). La coadaptation entre rongeurs et hantavirus, bien
que récente (Ramsden et al. 2009), pourrait donc s’être accom-
pagnée d’une sélection en faveur de plus faibles réponses
immunitaires inflammatoires et / ou antivirales en réponse à ces
infections. Cette hypothèse reste encore peu étudiée, mais de
premiers éléments de réponse ont été apportés par l’application
de l’immunogénétique aux populations naturelles de réservoirs.
Cette revue propose de faire le bilan des recherches ‘gènes can-
didats’ réalisées et des résultats obtenus chez le campagnol rous-
sâtre dans les Ardennes françaises et à l’échelle de l’Europe. Les
résultats concernent les signatures de sélection détectées sur ces
gènes ou les associations observées entre génotypes et phéno-
types. À terme, la connaissance géographique de la variabilité
observée sur ces gènes candidats pourrait améliorer notre com-
préhension de la distribution et des risques d’émergence de
PUUV en France et en Europe.
Identification de gènes candidats liés aux
interactions M. glareolus / PUUV
De nombreuses études cliniques ont permis de mettre en évi-
dence différents facteurs génétiques associés à la sévérité de la
NE chez l’Homme (Tableau 1). Ces gènes sont potentiellement
de bons candidats à analyser dans les populations naturelles de
M. glareolus. La modulation de la sensibilité des campagnols à
PUUV pourrait être reliée à la présence ou à l’absence de cer-
tains haplotypes (polymorphisme de séquence) ou à des niveaux
d’expression variables de ces gènes. 
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DÉTECTION DE SIGNATURES DE SÉLECTION
PAR SCAN FST DANS LES ARDENNES
FRANÇAISES
Principe de l’analyse
Les Ardennes françaises constituent une zone de transition inté-
ressante entre une forte endémie (au nord) et une faible inci-
dence (au sud) de la NE (Figure 1a). De ce fait, on attend des
différences de signatures de sélection le long d’axes reliant zones
d’endémie et zones de non endémie à PUUV.
La recherche de signature de sélection se fait par une méthode
appelée ‘scan FST’. Le FST est un indice de différenciation géné-
tique entre populations qui varie selon l’influence relative de la
migration, de la dérive, de la mutation (forces évolutives neutres)
et de la sélection. La méthode de ‘scan FST’ consiste à estimer cet
indicateur pour de nombreux locus répartis sur le génome. Il s'agit
ensuite de quantifier la part du génome affectée par une signature
moléculaire de sélection, c’est-à-dire montrant un niveau de dif-
férenciation extrême des populations par rapport aux estimations
attendues sous l’hypothèse d’une évolution neutre. Il est basé sur
des simulations de la distribution d'estimateurs de différenciation
génétique (ici le FST) entre paires de populations sous l'équilibre
neutre. Les valeurs de FST estimées sur les données réelles sont
ensuite comparées aux données simulées. Les locus avec des FST
significativement en dehors de l'enveloppe neutre sont suspectés
être sous sélection ou liés à des locus sous sélection. L'idée sous-
jacente à cette approche de Beaumont et Nichols (1996) est que
les évènements neutres (migration, dérive...) vont influencer la
totalité du génome de la même manière mais que la sélection natu-
relle va cibler des zones particulières (ici des zones potentiellement
impliquées dans la réponse à PUUV).
Recherche de sélection sur cinq gènes
candidats dans des populations de 
M. glareolus des Ardennes françaises
Un premier ‘scan FST’ a été réalisé sur 16 locus microsatellites
afin de vérifier la neutralité de ces derniers. La différenciation
neutre attendue entre six populations échantillonnées en forêt
le long de ce gradient nord / sud a ensuite été estimée à partir
de ces marqueurs microsatellites (Figure 1b, Guivier et al.
2011). Les sites polymorphes de cinq gènes candidats (TNF- 
Gène Fonction Référence Associations Polymorphisme attenduchez les rongeurs
RÉ
CE
PT
EU
RS
CMH (ex. DRB, DQA) Présentation de peptides aux lymphocytes
(Starnbach & Bevan 1994; 
Mustonen et al. 1998)
Forte variation
(Gouy de Bellocq et al. 2008)
Toll-Like Récepteurs 
(TLR 3, 4, 7, 9)
Reconnaissance de motifs moléculaires 
associés aux pathogènes
revue dans (Schroder & Schumann
2005 ; Jiang et al. 2008; 
Handke et al. 2009)
Faible variation
(Roach et al. 2005)
Intégrines (ITGB3) Récepteurs membranaires impliquésdans l’adhésion des cellules (Raymond et al. 2005) 
Faible variation 
(Hugues, 2001)
CY
TO
KI
N
ES
Facteur de nécrose 
tumorale (TNF-α)
Cytokine impliquée dans les voies 
pro-inflammatoires (Kanerva et al. 1998)
Faible variation
(Baena et al. 2007)
Interferon
(IFN-β IFN-γ) Cytokines inhibitrices de la réplication virale (Kraus et al. 2004)
Faible variation
(Hughes,2005)
Interleukines
(IL6, IL1) Cytokines jouant un rôle proéminent dans l’inflammation et sa régulation
(Makela et al. 2001; 
Outinen et al. 2010 )
Faible variation 
(Turner et al. 2012)
AU
TR
ES
Myxovirus resistance 
protéines (MxA)
Protéines antivirales synthétisées 
en réponse à l’interféron (Kanerva et al. 1996) Inconnu
Daxx Protéine impliquée dans l’apoptose par la voie Fas (Li et al. 2002; Klein et al. 2004) Inconnu
Heat Shock protéines: 
Hsp70, Hsp90 Protéines chaperonnes (Klein et al. 2004)
Faible variation
(Favatier et al. 1997)
RIG1 (DDX58) Régulateur de croissance liée aux rétinoïdes (Alff et al. 2006) Inconnu
Daf CD55 Facteur accélérateur de la dégradation (Krautkramer & Zeier, 2008) Inconnu
Gata3 Facteur de transcription (Libraty et al. 2012) Inconnu
VEGF Facteur de croissance (Ma et al. 2012) Inconnu
Tableau 1 : Gènes candidats potentiellement impliqués dans la sensibilité de M. glareolus à PUUV.
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promoteur, TLR4, TLR7, Mx2, Intégrine-3) ont été identi-
fiés par séquençage d’une dizaine d’individus, puis génotypés par
la méthode KASPar (KBiosciences Competitive AlleleSpecific PCR
SNP genotyping system) pour l’ensemble des 318 campagnols cap-
turés. Le génotypage de l’exon 2 du gène DRB (CMH classe II)
a été réalisé par séquençage haut-débit (technologie de pyro-
séquençage par 454) de produits amplifiés et marqués indivi-
duellement par des étiquettes moléculaires - amplicons tagués
(Galan et al. 2010). 
Des signatures de sélection positive ont été détectées pour un
des seize sites polymorphes du TNF-   promoteur, le site-296
(Figure 2). Une différenciation plus forte qu’attendu sous l’hy-
pothèse neutre est observée. Ce patron est très marqué entre
paires de localités appartenant d’une part au massif des Ardennes
où les prévalences du PUUV sont plus fortes (Hargnies,
Woiries) et d’autre part, aux crêtes ardennaises dont les mas-
sifs forestiers sont plus fragmentés et où les prévalences du
PUUV sont plus faibles (Croix au Bois). Dans cette population
de Croix au Bois, on note une quasi-absence des haplotypes A/G
et G/G pour ce site du TNF-alpha promoteur, alors qu’ils
représentent 50% des campagnols échantillonnés à Hargnies
et Woiries.
Cette approche n’a révélé aucune signature de sélection posi-
tive réellement significative (ie identifiable dans différentes com-
Figure 1 : Cartes des Ardennes indiquant la distribution des cas
de néphropathie épidémique: en a, d’après les données INVS (2004-
2005) et en b, les six localités où les campagnols roussâtres ont été
piégés en 2008 (Guivier et al. 2011). Les parties grisées représentent
les bois et forêts.
Figure 2 : Détection de signatures de sélection par l’analyse des indices de différenciation génétique extrêmes (FST ‘outliers’) pour les six populations des Ardennes
(a) ou pour des paires de populations (b, c). Les lignes pointillées représentent l’enveloppe à 99% attendue sous l’hypothèse neutre (pas de sélection, différencia-
tion génétique attendue sous les forces de migration, mutation et dérive) à partir des données de marqueurs microsatellites (motifs de deux à quatre paires de base
répétées, généralement non soumis aux pressions sélectives). La ligne pleine représente la médiane obtenue à partir de 100000 simulations. Chaque point repré-
sente un site polymorphe (SNP) identifié sur les quatre gènes candidats polymorphes.
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paraisons par paire) pour les gènes DRB (16 haplotypes appar-
tenant à la copie 1 de ce gène, non montré), Mx2 (3 sites poly-
morphes), TLR4 (10 sites polymorphes) et TLR7 (1 site poly-
morphe). Aucun polymorphisme n’a été détecté pour le gène
codant le domaine Psi de l’intégrine-3.
DÉTECTION D’ASSOCIATIONS GÉNOTYPES-
PHÉNOTYPES (SENSIBILITÉ À PUUV) DANS
LES ARDENNES FRANÇAISES
Parmi les gènes candidats testés, le site -296 du TNF-   pro-
moteur pourrait donc évoluer sous sélection écologique diver-
gente, directement ou indirectement via les pressions exercées
par PUUV. Des hypothèses alternatives pourraient néanmoins
expliquer la plus forte différenciation génétique observée. On
peut citer l'apparition de mutations neutres sur le front de migra-
tion d'une population en expansion (gene surfing, Klopfstein
et al. 2006), les phénomènes d'auto-stop génétique (liaison phy-
sique entre mutations sélectionnée et polymorphismes neutres,
Bierne, 2010) ou encore le couplage de barrières endogènes et
exogènes (Bierne et al. 2011). Il est donc important de valider
ces résultats par des approches complémentaires, telles que des
expérimentations ou la recherche d’associations génotypes-phé-
notypes.
Associations haplotypes / infection par PUUV
Dans les dix populations étudiées, 30 étaient infectés par
PUUV. La charge virale a été estimée par RT-PCR à partir de
tissu pulmonaire prélevé chez ces 30 rongeurs. Une relation signi-
ficative entre le génotype au site TNF-296 et l’infection par
PUUV a été mise en évidence. Les individus présentant le géno-
type hétérozygote A/G exhibent des charges virales en PUUV
plus importantes que les individus homozygotes (Figure 3). 
Du fait de l’importance des haplotypes DRB dans le déterminisme
de la sévérité de la NE chez l’Homme, des associations entre
PUUV et DRB ont également été recherchées chez les campa-
gnols roussâtres. Aucune association significative n’est ressor-
tie parmi les 16 haplotypes détectés pour ces populations des
Ardennes. Néanmoins, on peut noter une forte association néga-
tive entre l’haplotype Mygl-DRB*608 et PUUV par l’analyse
de coinertie entre les données parasitologiques et génétiques :
aucun des campagnols ne présentant cet haplotype n’était
infecté par PUUV (test exact de Fisher, p = 0.09).
Relation expression génique / charge virale
Le niveau d’expression des gènes TNF-   et Mx2 a été évalué à
partir de prélèvements de rate pour une grande partie des cam-
pagnols préalablement génotypés (N = 189). L’infection par les
hantavirus n’entraînant pas de changements du niveau d’ex-
pression de ces gènes dans la rate (Easterbrook & Klein, 2008 ;
Schountz et al. 2012), c’est le niveau constitutif d’expression qui
est mesuré, et qui doit refléter la capacité intrinsèque des rongeurs
à éliminer ou tolérer le virus.
Un premier résultat montre une forte corrélation entre la
charge virale en PUUV et les niveaux d’expression génique de
TNF-   (figure 4a) et de Mx2 (figure 4b). 
Un second résultat, établi uniquement à partir des campagnols
non infectés par PUUV (pas de détection d’anticorps anti-
PUUV), indique la part importante de l’hétérogénéité spatiale
dans la variation de ces niveaux d’expression entre individus.
Globalement, ces deux gènes sont plus faiblement exprimés dans
les habitats où les prévalences du PUUV sont fortes (massif des
Ardennes et forêts) que dans les habitats où les prévalences du
PUUV sont plus faibles (crêtes ardennaises, figure 4c; réseaux
de haie, figure 4d). Ces résultats restent identiques lorsque l’on
inclut l’ensemble des campagnols, infectés et non infectés, dans
les analyses statistiques. 
Variabilité de la tolérance à PUUV dans les
Ardennes françaises
Des signatures de sélection ont ainsi été montrées pour les gènes
TNF-  (séquence du promoteur et niveau d’expression) et Mx2
(niveau d’expression). Il est intéressant de noter que la modu-
lation de l’expression de ces deux gènes pourrait jouer un rôle
sur la résistance ou la tolérance aux virus. Leurs forts niveaux
d’expression induisent des capacités à éliminer les infections
virales mais entraînent également des coûts importants, aussi
bien du point de vue de la consommation énergétique que des
dommages tissulaires induits (ref. dans Jin et al. 2001 ; Lee &
Vidal, 2002; Porter et al. 2006 ; Guivier et al. 2010b ). La détec-
tion d’une corrélation négative entre la charge virale en
PUUV et l’expression de ces deux gènes, mesurée dans un
organe non atteint par le virus, reflète en partie la capacité basale
à résister au PUUV ou à le tolérer.
L’étude de la variabilité géographique de cette balance tolé-
Figure 3 : Associations observées entre les génotypes observés au site TNF-
296 et la charge en PUUV détectée dans les tissus pulmonaires de campagnols
roussâtres par Real Time –PCR (Anova, p = 0.03).
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rance/résistance montre que les campagnols roussâtres issus des
localités à forte prévalence du PUUV présentent une plus faible
expression de TNF-  et Mx2, c’est à dire une plus forte tolé-
rance aux virus, tandis que ceux issus des localités à plus faible
prévalence du PUUV expriment plus fortement ces gènes. Ces
différences pourraient être induites par des processus sélectifs
et / ou par de la plasticité phénotypique, liés à PUUV ou à
d’autres facteurs associés à ce dernier, tels que des pressions para-
sitaires dues aux helminthes (Ribas Salvador et al. 2011). La
faible présence d’un haplotype du TNF-   promoteur en zone
de faible prévalence du PUUV, l’association positive entre les
individus hétérozygotes pour cette position et les charges
virales en PUUV, et la signature de sélection positive détectée
sur ce gène sont des arguments qui suggèrent l’existence de pro-
cessus évolutifs adaptatifs agissant sur les populations de cam-
pagnols roussâtres, directement ou indirectement en lien avec
PUUV. Il serait intéressant de rechercher les coûts potentiels
associés à cet haplotype/génotype en zone de non endémie de
PUUV, afin de comprendre sa faible fréquence dans de telles
zones. 
CONFIRMATION DES RÉSULTATS OBSERVÉS
À L'ÉCHELLE DE L'EUROPE ?
La distribution du polymorphisme détecté sur ces gènes can-
didats reflète-t-elle, à l’échelle européenne, la distribution de
PUUV ? On peut à nouveau s’attendre à observer i) des diffé-
rences de signatures de sélection entre des zones d’endémie de
la NE telles que la Fennoscandie et des zones non endémiques
telles que certains pays d’Europe de l’Est (Vapalahti et al.
2003) et, ii) des associations génotypes-phénotypes plus mar-
quées dans les zones d’endémie, où la sélection exercée par
PUUV est plus forte. Ces analyses ont, à ce jour, été conduites
pour deux des gènes dont les résultats précédents étaient
encourageants : le promoteur du TNF-   (Guivier et al. 2010b)
et DRB (Guivier, 2010; Guivier et al. 2010a ).
Relation TNF-   (expression et  séquence du
promoteur  / taux d'endémisme de la NE en
Europe
L’expression du gène TNF-   et le polymorphisme de séquence
du promoteur de ce gène ont été examinés chez des campagnols
roussâtres issus de quatre localités européennes, dont deux en
zones d’endémie du PUUV (nord des Ardennes françaises et
Konnevesi en Finlande) et deux en zones non endémiques
(Studenec en République Tchèque et Rozhanovce en
Slovaquie).
Figure 4 : Relations entre la charge virale en
PUUV et les niveaux d’expression a) du gène
TNF-  (Pearson’s R = -0.51, p = 0,004) et b)
du gène Mx2 (Pearson’s R = -0.46, p = 0,012)
mesurés dans la rate. Variation en fonction du
paysage de ces niveaux d’expression, en c) pour
le gène TNF-  (F1, 155=3.16, p = 0,077) et en
d) pour le gène Mx2 (F1, 152 = 7.80, p = 0,006).
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Les variations des niveaux d’expression de ce gène entre loca-
lités étaient très marquées, une surexpression étant observée pour
les campagnols de la localité tchèque comparativement à ceux
échantillonnés en France et en Finlande (figure 5a).
De plus, parmi les 16 sites polymorphes détectés dans le pro-
moteur du gène TNF- , le site TNF-296 précédemment décrit
montre un lien entre les génotypes individuels et le niveau d’ex-
pression de TNF-  (figure 5b). Les campagnols homozygotes
pour l’haplotype commun (-296 A/A) sur-expriment le gène
TNF-  comparativement aux campagnols homozygotes pour
l’haplotype rare (-296 G/G).
Il est également intéressant de noter que cet haplotype (-296
G/G) est fréquent dans la population de campagnols piégée en
Finlande.
Recherche de traces de sélection sur le gène
DRB dans différentes localités européennes
Environ 350 campagnols roussâtres provenant de 38 localités
européennes (figure 6) ont été génotypés pour le gène DRB, par
la technique de pyroséquençage d’amplicons (Galan et al.
2010). Un total de 74 haplotypes ont ainsi été décrits. L’analyse
de la distribution de ce polymorphisme en Europe a été réali-
sée par l’approche d’analyse spatiale de la variance (Samova)
Figure 5 : Variabilité du
niveau d’expression du gène
TNF-α des campagnols non
infectés échantillonnés dans
quatre localités, a) en fonc-
tion de la géographie (F3,
132= 5,204; p = 0,.002) et
b) en fonction du génotype
pour le site -296 du promoteur
de TNF-α (ANOVA, F2,75
= 4,002, p = 0,022). Les
paires de localités non connec-
tées par les mêmes lettres ont
des niveaux d’expression signi-
ficativement différents (p <
0.05, Test de Tukey-Kramer).
Figure 6 : Distribution du polymorphisme observé chez M. glareolus pour (a) le gène DRB exon2 et (b) pour le gène mitochondrial du cytochrome b.
Les regroupements définis de manière optimale par l’analyse spatiale de la variance (Samova) sont représentés par le même symbole. Pour des contraintes
graphiques des symboles identiques sont utilisés pour les deux cartes sans aucun lien biologique sous-jacent.
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proposée par Dupanloup et al. (2002), qui permet de définir le
regroupement des populations échantillonnées maximisant la
variance moléculaire entre groupes. La comparaison des résul-
tats obtenus pour le polymorphisme du gène DRB et pour celui
d’un gène supposé neutre, le gène mitochondrial du cyto-
chrome b, (Male et al. 2012) montre une forte discordance entre
les regroupements (figure 6). Le regroupement optimal décrit
10 groupes qui ne correspondent ni aux groupes définis d’après
l’histoire ancienne des processus de colonisation/recolonisation
de l’Europe à partir de différents refuges lors du quaternaire
(Male et al. 2012), ni aux groupes définis pour PUUV dans le
nord de l’Europe sur la base de la diversité génétique des
souches virales détectées (Nemirov et al. 2010). Ces fortes dis-
cordances suggèrent une évolution de DRB liée à des proces-
sus de sélection complexes, et probablement multifactoriels.
Des interactions potentielles, directes ou indirectes, ont été mises
en évidence entre PUUV et l’évolution du gène DRB en
Fennoscandie. Des campagnols roussâtres prélevés dans trois
localités de Finlande et Suède où les prévalences du PUUV sont
fortes ont été génotypés au locus DRB et pour des marqueurs
neutres microsatellites. Le polymorphisme détecté a été ana-
lysé au regard de la géographie et du statut vis-à-vis de PUUV
(infecté, non-infecté) par une analyse discriminante. Ces deux
facteurs discriminent significativement la distribution de la
variabilité au gène DRB (Figure 7). Les individus séronégatifs
et séropositifs vis-à-vis du PUUV présentent des haplotypes dif-
férents. Il faut noter que la différenciation génétique neutre éva-
luée à partir des marqueurs microsatellites est non significative,
ce qui suggère l’hypothèse de pressions de sélection conduisant
à une différenciation au gène DRB. 
Un autre point intéressant est que les haplotypes associés à l’in-
fection par PUUV diffèrent selon les localités en Fennoscandie.
À Ilmajoki, les associations observées sont dues à l’haplotype
Mygl-DRB*03 qui a un risque relatif d’infection (RR de 3,73;
Haldane, 1956). À Konnevesi et à Västerbotten, les associations
sont liées à l’haplotype Mygl-DRB*93 (RR=2,95 et 1,8 res-
pectivement dans ces deux localités). Des phénomènes d’adap-
tation locale pourraient sous-tendre ces résultats.
Ces patrons confirment donc l’hypothèse d’une plus forte
pression de sélection exercée par PUUV sur M. glareolus dans
les populations provenant de zones d’endémie à forte incidence.
L’étude détaillée du patron obtenu par l’analyse discriminante
indique que les individus séropositifs vis-à-vis du PUUV sont,
de façon générale, très distants du point d’origine des axes F1
et F2 en comparaison des individus séronégatifs. Ceci démontre
l’existence d’associations positives entre certains allèles DRB-
exon2 et l’infection par PUUV, ce qui est en accord avec l’hy-
pothèse de l’évolution d’une tolérance à PUUV.
Figure 7 : Analyse discriminante réalisée sur le polymorphisme du gène DRB-exon2 en fonction de la sérologie vis-à-vis de PUUV et des localités d’échantillon-
nage. I, K, et V correspondent aux localités Ilmajoki(Finlande), Konnevesi (Finlande), Våsterbotten (Suède). B et E correspondent à deux localités des Ardennes
(Beaumont et Elan) pour lesquelles aucune différenciation n’est observée. « - » et « + » correspondent aux campagnols roussâtres séronégatifs et séropositifs vis-
à-vis du PUUV. Les cercles indiquent la position barycentrique de chaque groupe correspondant à une localité et un état sérologique (PUUV séropositif + ; PUUV
séronégatif -). La figure du bas représente les scores de discrimination pour chaque haplotype DRB.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Ces recherches ont apporté des arguments en faveur de l’hy-
pothèse d’une tolérance au PUUV. L’amplitude de cette tolé-
rance semble variable géographiquement, que l’on considère des
échelles spatiales fines (quelques dizaines de kilomètres, entre
zones d’endémie et de non endémie du PUUV) ou plus larges
(Europe). La modulation de l’expression de quelques gènes can-
didats pourrait être à la base de cette variabilité de la tolérance,
mais cette conclusion doit être confirmée par des approches
expérimentales.
Cependant, les mécanismes responsables des phénomènes de
résistance / tolérance sont généralement multigéniques et
multifactoriels. Une approche génomique sans a priori semble
dès lors indispensable pour une identification en aveugle, non
biaisée, des gènes impliqués dans les interactions M. glareolus
- PUUV, qu'ils soient liés directement à des fonctions immu-
nitaires ou indirectement via les fonctions métaboliques ou les
compromis avec d’autres traits d’histoire de vie. Ces analyses
de "scan" génomiques (étude génétique sur l’ensemble du
génome et non sur quelques gènes) nécessitent un grand
nombre de marqueurs génétiques répartis sur tout le génome et
ont par conséquent été principalement utilisés chez les espèces
modèles pour lesquelles les génomes sont très bien connus. Le
développement de nouvelles technologies haut débit telles que
le séquençage RAD (Restriction-site Associated DNA : Baird
et al. 2008) permet aujourd’hui de s’affranchir de cette connais-
sance des génomes. Son application à l’étude des variations
génomiques entre populations de campagnols roussâtres issues
de zones d’endémie et de non endémie de PUUV apportera dans
le futur une meilleure compréhension de l’évolution de la tolé-
rance à PUUV.
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